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Университетска многопрофилна  болница  за  активно  лечение  „Св. Марина”,  гр. 
Варна.  Клиничните  изследвания  на  пациентите  са    извършени  в  Клиниката  по 
гастроентерология  на  МУ,  гр.  Варна,  хистологичните  изследвания  на 
оперативните резектати – в Катедрата по Обща и клинична патология на МУ, гр. 
Варна,  а  имунохистохимията  и  епигенетичните  изследвания  –  в  Института  по 
патология  на  Медицински  университет,  гр.  Бон,  Германия.  Дисертационният 
труд  е  обсъден  и  насочен  за  защита  от  Катедрата  по  Вътрешни  болести  на 
Медицински университет, гр. Варна. 
Дисертационният  труд  е  от  областта  на  специалността 
„Гастроентерология”    ‐  шифър  03.01.14  и  се  състои  от  232  стандартни 
машинописни  страници  и  е  онагледен  с  46  таблици  и  98  фигури.  Книгописът 
включва 382 литературни източници, от които 19 на кирилица и 363 на латиница. 
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В  световен мащаб колоректалният  карцином  (КРК)  заема  трето място по 





По  отношение  на  канцерогенезата  си  КРК  е  хетерогенна  болест.  В 
зависимост  от  фамилната  анамнеза  той  се  подразделя  на  спорадичен, 
наследствен  (синдром  на  Линч,  ФАП  и  др)  и  фамилен.  В  основата  му  стоят 
сложни  взаимодействия  между  наследственост  и  фактори  на  околната  среда. 
Молекулярната биология е дала значителен тласък в изясняване на патогенезата 
му.  Открити  са  пътят  на  хромозомна  нестабилност,  на  микросателитна 
нестабилност (МСН) и наскоро установеният механизъм на ДНК метилиране.  
Въпреки  достиженията  на  съвременната  хирургия  и  онкология,  все  още 
почти  половината  от  пациентите  с  КРК  загиват. TNM  класификацията определя 
лечението  на  болните  и  е  единственият  официално  приет  прогностичен  и 
предиктивен  фактор.  Установено  е  обаче,  че  тумори  от  един  и  същи  стадий 
притежават  различен  хистологичен  и  молекулярно‐биологичен  строеж.  На 
преден  план  излиза  прицелната  терапия  като  част  от  адювантната 
химиотерапия,  чийто  резултат  силно  се  влияе  от  генетичния  строеж  на 
карциномите. Тези факти налагат нуждата от въвеждане на ДНК изследванията в 







Цел  на  настоящото  проучване  е  да  се  проучи  връзката  между 
молекулярните  промени  в  туморите  и  клиничната  и  морфологична 
характеристика  на  болните  с  колоректален  карцином  на  базата  на 
микросателитна нестабилност и промоторно метилиране на четири гена (human 








2. Да  се  установи  честотата  на МСН  и  на  промоторнотo  метилиране  на 
гените  hMLH1, CDKN2A(p16INK),  TIMP3  и  TPEF/HPP1  сред  пациентите  с 
КРК. 
3. Да  се  въведе  количествен  метод  (пиросеквениране)  за  определяне 
степента  на  метилиране  на  гените  като  се  корелира  степента  на 
метилиране  на  hMLH1  и  CDKN2A(p16INK)  с  експресията  им  чрез 
имунохистохимия. 
4. Да  се  оцени  асоциацията  между  определени  клинико‐морфологични 
белези на туморите, стадия им по TNM класификацията и наличието на 
МСН  и  промоторно  метилиране  на  гените  hMLH1,  CDKN2A(p16INK), 
TIMP3 и TPEF/HPP1. 
5. Да  се  установи  честотата  на  туморите  със  симултанно метилиране  на 
няколко  гена  и  да  се  потърсят  характерни  за  тях  клинико‐
морфологични особености. 




8. Да  се  извърши  сравнителен  анализ  на  молекулярните  промени  в 
колоректалните карциноми със синхронните с тях полипи. 
9. Да се проучи ролята на молекулярните промени по отношение ролята 











Настоящото  проучване  включи  клинична  диагноза  и  изследване  на  189 




за  колоректален  карцином,  диагностицирани  в  Клиниката  по 
Хепатогастроенерология,  Клиниката  по  Обща  и  Оперативна  Хирургия  и  Втора 
Клиника по коремна хирургия на УМБАЛ „Св. Марина”, гр. Варна.   
II.  Случайно  подбрани  53  лица  с  колоректален  карцином, 
диагностицирани в Медицински университет, гр. Бон, Германия.  
III. Група със синдром на Линч ‐ 38 пациента от Германия, отговарящи на 
Амстердам  I  критериите  с  доказана  имунохистохимично  дисфункция  на MMR‐
протеин и последващо генетично изследване.  




абластични  граници.  Според  стадия  по  TNM  класификацията,  пациентите  бяха 
подложени на адювантна, 5‐FU базирана, химиотерапия при рак на колона и 5‐
FU  базирана  химиотерапия +  лъчетерапия при рак на ректума. Общо 82  болни 







При  регистрацията  на  болните  в  разработени  фишове  се  отрази:  пол, 









Използвана  бе  като  скринингов  метод  за  изследване  на  симптома 






хемоглобин,  еритроцити,  левкоцити,  тромбоцити,  хематокрит,  среден  обем  на 
еритроцитите (MCV), среден хемоглобинов пълнеж (MCH), СУЕ, АСАТ, АЛАТ, ГГТ, 











Извършен бе макроскопски оглед на  туморната формация  с  определяне 
типа  растеж  на  карцинома  ‐  екзофитен  или  ендофитен  и  микроскопско 
изследване чрез стандартно оцветяване на 3‐5 μm  срези с хематоксилин‐еозин 
за  преценка  степента  на диференциация,  дълбочината  на  инвазия,  наличие на 
муцин,  присъствие  на  лимфоцитна  реакция  в  тумора  (ЛРТ)  и  наличие  на 
метастази  в  предоставените  лимфни  възли.  Изследването  бе  извършено  от 
експерт‐патолог, който обобщи резултата според рTNM класификацията.  
 
3.2.7. Имунохистохимично  изследване  експресията  на  hMLH1  и 
CDKN2A(p16INK) 
Изследването  бе  извършено  от  опитен  патолог  в  областта  на 
имунохистохимията в Институт по патология, Медицински университет,  гр. Бон, 
Германия.  Експресията  на  hMLH1  гена  бе  изследвана  върху  169  тумора,  а  на 
р16INK  –  върху  98  тумора.  Използвана  бе  рутинна  имунохистохимична  техника. 
Антигеннто разкритие бе извършено чрез поставяне на срезите в цитратен буфер 
и  инкубиране  в  микровълнова  фурна.  Визуализиращата  система  бе  labeled 
streptavidin‐biotin  (LSAB®+  Kit)  с  хромогена  3,3`‐диаминобензидин  (DAB)(DAKO, 
Denmark).  Първичните  антитела  бяха  съответно:  за hMLH1 –  клон  ES05,  изотип 
IgG1, DAKO, Glostrup, Denmark, разреждане 1:50, а за CDKN2A(р16INK) – клон DCS‐
50, Novocastra, Newcastle, Great Britain, разреждане 1:10. Експресията на hMLH1 
гена  бе  оценявана  качествено.  Липсата  на  кафяво  оцветяване  в  ядрата  на 
туморните  клетки  бе  означена  като  “0”,  а  наличието  –  като  “1”.  За  позитивна 
контрола  бяха  използвани  интраепителните  лимфоцити  и  нормалните  чревни 
крипти,  а  за  негативна  –  инкубиране  без  първично  антитяло  и  липса  на 
оцветяване.  Експресията  на  CDNK2A(р16INK)  гена  бе  изследвана  по 


































































































































































































































































базирана на  различната  цветова флуоресценция на  отделните микросателитни 
маркери,  електрофореза  и  автоматично  секвениране  на  амплифицирания 
продукт.  
Извърши  се  задължително  сравняване  на  ДНК  от  нормална  и  туморна 
тъкан  от  един  и  същи  индивид  чрез  изследване  на  маркери  за  два 
мононуклеотидни (ВАТ 25, ВАТ 26) и три динуклеотидни повторяемости (D5S346, 
D2S123,  D17S250).  Изолираната  ДНК  бе  подложена  на  полимеразоверижна 
реакция  при  еднакви  условия  за  всички  двойки  праймъри:  95°С  за  10  мин  за 
активиране на ДНК полимеразата, 40 цикъла 94°С за 30 сек, 56°С за 2 мин, 72°С 
за  1  мин  и  терминална  фаза  от  72°С  за  3  мин.  След  приключване  на 
амплификацията всички проби бяха денатурирани при 90°С за 5 мин, след което 
продуктът бе подложен на автоматична капилярна електрофореза. Използван бе 




на  такива  с:  висока  степен  на  МСН  –  при  нестабилност  в  ≥2  маркера,  ниска 




Бисулфитната модификация  бе  извършена  от  докторанта  в  Института  по 
патология, Медицински  университет,  гр.  Бон,  Германия.  Инкубирането  на  ДНК 
матрицата  с  натриев  бисулфит  при  висока  температура  и  ниско  рН  води  до 
превръщане  на  неметилираните  цитозинови  нуклеотиди  в  урацил,  които 
впоследствие се трансформират от ДНК полимеразата в тимин, а метилираните 
остават  непроменени.  Тъй  като  тази  конверзия  води  до  значителна 
фрагментация на ДНК,  бе  използван  кит на фирма Qiagen  (EpiTect Bisulfite Kit), 
който  редуцира  фрагментацията  чрез  използване  на  предпазващ  буфер. 
Бисулфитната  модификация  включва  следните  етапи:  бисулфитно  превръщане 
→  свързване  ДНК  към  мембраната  на  специална  филтрираща  епруветка  → 





по  патология,  Медицински  университет,  гр.  Бон,  Германия.  Тя  представлява 
методика  за  амплификация  на  определен  участък  от  екстрахираната  ДНК  в  in 
vitro условия. За целта се използва малко количество изходна ДНК, която служи 
като  матрица.  След  извършване  на  денатурация  и  превръщането  ѝ  в 
едноверижна, към нея се прикрепват синтетични олигонуклеотиди (праймъри) и 
с помощта на ензима Taq‐полимераза се  синтезират нейни копия. Праймърите 




представлява  дължината  между  местата  на  свързване  на  праймърите. 










CDKN2A(p16INK),  TIMP3  и  TPEF/HPP1.  Праймърите  на  четирите  изследвани  гена 
бяха  изработени  от  фирма  Biotage®  (Biotage,  Uppsala,  Sweden).  Един  от  всяка 




Хоризонталната  електрофореза  бе  извършена  от  докторанта  в Института 
по патология, Медицински университет, гр. Бон, Германия. Чрез нея се извършва 
разделяне  на  амплифицирания  продукт  според  неговия  заряд,  обем  и 
молекулна  маса.  Методът  се  използва  за  определяне  големината  на 
амплифицирания  продукт  и  за  изключване  на  контаминация.  Тъй  като 
сепарираната  ДНК  в  агаровия  гел  е  невидима  за  човешкото  око,  за  нейната 




Пиросеквенирането  бе  извършено  от  докторанта  в  Института  по 




както  и  ензимите  ДНК  полимераза,  АТР  сулфурилаза,  луцифераза  и  апираза 
автоматично,  в  определена  последователност.  Реакцията  инициира  каскада  от 
ензимни процеси, при които се отделя светлина и се регистрира като светлинен 





























































































































































































карциноми,  но  не  отговарящи  на  Амстердамските  критерии  за  синдрома  на 









миналото  е  извършвано  от  Кадийска  Т.  и  сътр.,  които  установяват  честота  на 
синдрома на Линч ‐ 3,6%. 
Сред фамилните  случаи  установихме,  че 73%  имат  засегнат  родственик  I 
ст. с карцином, 23%  ‐   родственик  II ст. и 4%   – родственик  III ст. Едновременно 
ангажиране на двама родственика – I и II ст. и I и III ст. показаха съответно 18% и 
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  Анализът  за наличие на промоторно метилиране на останалите  три  гена 
бе    успешно  извършен  при  151  болни  с  КРК.  Честотата  на  метилиране  на 
CDKN2A(p16INK)  бе  44,4%(67/151),  на  TIMP3  ‐  49%(74/151),  а  на  TPEF/HPP1  ‐  
84,7%(128/151).  
Литературните  данни  сочат 
честота  на  метилиране  на 
CDKN2A(p16INK)  между  10%  и  40% 
(Gonzalez‐Zulueta  М  et  al,  Prall  et  al, 
Herman  et  al).  За  TIMP3  тя  е  около 
30% (Bachman et al, Brueckl et al), а за 
TPEF/HPP1  –  около  80%  (Liang  et  al, 
Ebert et al). Допускаме, че малко по‐
високата  честота  на  нашите 
резултати  се  дължи  на 
сензитивността на метода, който има 
способността  да  улови  метилиране 
дори  в  няколко  клетки.
  














3. Количествени  аспекти  на  промоторното  метилиране  –  връзка  между 




  Сред  169те  тумора,  при  които  имунохистохимичният  анализ  и 
метилирането на hMLH1 бе успешно извършени, установихме по‐висока честота 
на  метилиране  на  hMLH1  сред  туморите  с  липсваща  експресия  спрямо  тези  с 
налична такава: 60% спрямо 13% ‐ Фиг.13 (OR 9.5 (95% ИД 4.3‐21.2, р<0.0001, χ2‐
тет).   




et  al),  логично  поставя  въпроса  до 
колко  метилирането  е  в  състояние 





метилиране  на  hMLH1  с  неговата 
експресия  и  наблюдавахме  обратно 
пропорционална  зависимост  между 







      95.0% C.I.for EXP(B) 
B S.E. Wald df Sig. Exp(B) Lower Upper 
Step 
1(a) 
hMLH1 -.399 .119 11.254 1 .001 .671 .531 .847
Constant 1.788 .244 53.769 1 .000 5.978  
 
 
Нашите  резултати  показват,  че  пълно  потискане  на  генната  функция  се 
наблюдава при ниво на метилиране на hMLH1 над 26%, а ниските стойности на 
метилирането (между 1,5 и 26%) вероятно обхващат малък брой клетки, засягат 
единични  CpG  острови  и  не  водят  до  генно  инхибиране.  Поради  това  ние 



















4.3.2. Корелация  между  нивото  на  промоторно  метилиране  на 
CDKN2A(p16INK) и експресията му чрез имунохистохимия 
  Експресията  на  CDKN2A(p16INK)  и  метилирането  на  промотора  му  бяха 
изследвани при 98  тумора.  Случаите с липса на експресия на p16INK  съдържаха 




от  изследваните  от  нас  тумори 
показаха  едновременно  и 
експресия  на  CDKN2A(p16INK),  и 
метилиране  на  промотора.  Както 
е  посочено  на  Табл.2., 
метилиране  най‐често  се  открива 
в  тумори  с  липсваща  или  слаба 
експресия,  а  най‐рядко  –  при 
тумори  с  максимална  експресия.  
Едновременно  метилиране  и 
експресия  на  р16INK  са 
наблюдавани и от  Jie et al, Pral et 





стои.  Затова,  подобно  на  hMLH1  гена,  ние  допуснахме,  че  метилириането  е 




















0  57  58,2  27  47 
+  11  11,2  7  64 
++  18  18,4  6  30 
+++  12  12,2  2  17 
   
При  количественото  анализиране  на  данните  се  установи 
обратнопропорционална  зависимост:  покачване  в  степента  на  метилиране  на 
Фиг.16 Честотата на метилиране на CDKN2A(p16INK) 














Coefficients   
95% Confidence Interval 
for B 
  B 
Std. 





1 (Constant) .969 .123 7.852 .000 .724 1.214
 p16 -.019 .008 -.221 -2.221 .029 -.036 -.002
a  Dependent Variable: ICH 
 
 






На  Фиг.17  е  онагледена  асоциацията  между  протеиновата  експресия  на 
CDKN2A(p16INK) и промоторното му метилиране. Първата част показва карцином 
с  максимален  брой  клетки  на  зрително  поле,  експресиращи  протеина  (+++)  и 
липса на метилиране. Втората част изобразява случай с експресия (++) и умерено 
метилиране, а на третата липсва експресия на CDKN2A(p16INK) в тумора, налице 
са  само  положително  оцветени  единични  лимфоцити  и  фибробласти  като 


























































4.4.1. Връзка  между  микросателитна  нестабилност  и  някои  клинико‐
морфологични характеристики 














Брой лица %  Брой лица %   




















































































































































































































































































лимфоцитите.  Това  се  дължи  на  загуба  на  HLA  експресия  по  повърхността  на 
раковите  клетки  (Branch  P  et  al),  на  намалена  пролиферативна  способност  на 
лимфоцитите  (Miescher S et al) и на  т.нар.  антигенно маскиране  ‐  свързване на 
нецитотоксични  антитела  към  туморните  антигени  и  избягване  по  този  начин 
атаката  на  цитотоксичните  лимфоцити.  Друга  хипотеза  за  тяхното  струпване  е 
формиране  на  апоптотични  тела,  което  се  отключва  от  споменатите  имунни 
клетки, но се регулира от ВАХ, който представлява про‐апоптотичен ген (Rampino 




4.4.2. Връзка  между  метилиране  на  hMLH1,  p16INK,  TIMP3,  TPEF/HPP1, 
МСН и някои клинико‐морфологични характеристики 
  Метилирането на hMLH1 бе изследвано при 139 болни (Табл.5). За случаи 































































































група  на  МСН  тумори,  при  които  се  среща  допълнително  нискостепенна 
диференциация и ЛРТ.  
Промоторното  метилиране  на  р16INK,  TIMP3  и  TPEF/HPP1  бе  изследвано 
при  151  болни.  За  случаи  с  метилиран  промотор  на  р16INK  гена  бяха  приети 
туморите на пациенти,  показващи метилиране ≥18%,  а  за TIMP3  и TPEF/HPP1 – 
над  20%,  тъй  като  под  тази  стойност  бяха  засегнати  единични  CpG  острови. 
Резултатите са обобщени на Табл.6. 
 































































































































диференцираност  на  туморите  с  епигенетично  потиснат  p16INK  е  доказан  и  от 
други автори и сред други неоплазии, напр. стомашен карцином, не‐Хочкинови 





Възможната  причина  за  по‐честото  метилиране  на  TIMP3  гена  сред 
туморите  с  проксимална  локализация,  ниска  степен  на  диференциация, 
продукция  на  муцин,  ЛРТ  (Табл.6)  е  асоциацията  с    микросателитната 
нестабилност. Връзката между МСН и метилирането на споменатия ген вероятно 
не  е  случайна,  тъй  като  Brueckl W  et  al  са  доказали  специфична  мутация  в 
полицитозинов  (С7)  участък  в  екзон  5  на  TIMP3  гена  при  тумори  с 
нефункционираща  MMR‐система.  В  8%  от  случаите  е  била  налична  или 
инсерция,  водеща  до  преждевременен  стоп‐кодон,  или  делеция, 
предизвикваща промяна в аминокиселинния строеж.  
По  отношение  на  TPEF/HPP1  наблюдавахме  единствено  тенденция  към 
превалиране на жените и възрастните пациенти с метилиране на промотора му. 
Допускаме,  че  причината  за  липсата  на  корелация  с  основните  клинико‐
морфологични  показатели  би  могла  да  се  дължи  на  ранната  поява  на  този 
епигенетичен  феномен  в  хода  на  прогресията  на  КРК.  Редица  изследвания 
предполагат  участие  на  TPEF/HPP1  в  процеси  като  клетъчна  диференциация, 
пролиферация  и  апоптоза.  Метилиране  на  неговия  промотор  е  установено  на 







4.4.3. Връзка  между  микросателитната  нестабилност,  метилирането  на 





























































































































































































































Използвахме  Logit‐модел  за  оценка  на  въздействието  на  МСН  и 
метилирането  на  hMLH1,  p16INK,  TIMP3,  TPEF/HPP1върху  TNM  стадия.  В 
качеството на зависими променливи включихме TNM  стадия, а в качеството на 




Stage    B  Std. 
Error 




















































































Установихме  по‐висока  честота  на МСН  в  стадий  Т4  спрямо  стадий  Т2  и  в 
стадий  II  спрямо стадий  I  (Табл.8). По отношение на метилирането на четирите 
гена наблюдавахме по‐често метилиране само на hMLH1 в стадий Т4  спрямо Т2 
(Табл.9).  
Според  литературните  данни  туморите,  възникнали  по  пътя  на  МСН  се 
характеризират  с по‐голяма дълбочина на инвазия,  но  се диагностицират в по‐
ранен  стадий  (Gryfe R et al.)  и имат по‐ниска  честота на метастази в лимфните 




съдържат  микросателити  в  кодиращите  ги  региони  (Woerner  SM  et  al).  Затова 
мутациите в тези участъци предизвикват нарушаване в рамката на разчитане на 
генетичния  код,  синтез  на  нефункционални  протеини  и  по  този  начин 
допринасят  за  прогресията на неопластичните процеси.  Възможно е  при  всеки 
следващ цикъл делене на туморните клетки да се засягат микросателити на все 
повече гени, сред които и такива, имащи отношение към туморната инвазия. По‐





на  метилиране  на  hMLH1  сред  проксималните  карциноми  с  наличие  на 
метастази  в  лимфните  възли,  а Ward et  al  и  Shanon et  al  не  откриват  подобна 
асоциация.  Тъй  като,  според  нашите  резултати,  само  високите  стойности  на 
метилирането на hMLH1 са в състояние да блокират функцията му, възможно е в 
началните етапи от туморната инвазия  (Т1 и Т2) да е налице непълно потискане 
функцията  на  hMLH1.  С  напредване  на  процеса  (Т3  и  Т4)  настъпва  и  пълното 
инхибиране на гена, което води до МСН. Тези данни корелират с установената от 
нас по‐висока честотата на туморите с МСН в стадий Т4. 
Интерес  представлява  по‐ниската  честота  на  метилиране  на  TIMP3  в 
тумори  на  пациентите  с  далечни  метастази.  Kim  et  al  и  Ebert  et  al  посочват 
сходни данни. Възможно е матриксните металопротеинази и в частност TIMP3 да 
имат  отношение  единствено  към  туморния  растеж  и  локална  инвазия,  т.е.  от 
зараждането  на  неоплазията  в  нормалния  епител,  оформянето  на  полип, 




според  Bukowitz  et  al,  МСН  и  наличието  на  лимфоцитна  реакция  в  тумора  са 
независими  фактори  за  асоциация  с  ранен  стадий  по  TNM  класификацията. 
Възможно  е  ЛРТ,  която  се  асоциира  с  метилирането  и  МСН  да  представлява 




5. Тумори  със  симултанно  метилиране  на  няколко  гена  –  фенотип  на 
метилираните CpG острови  
4.5.1. Честота на туморите със симултанно метилиране 
В  литературата  съществува  понятието  „фенотип  на  метилираните  CpG 
острови” – CpG island methylator phenotype (CIMP), което възприехме и ние. Въз 
основа  данните  от  пиросеквенирането  на  hMLH1,  p16INK,  TIMP3  и  TPEF/HPP1 
класифицирахме  туморите  според  броя  метилирани  гени.  Резултатите  са  въз 




Резултатите показват,  че CIMP‐фенотипът  (метилиране в 3 и повече  гена) 
се  открива  в  около  1/10  от  случаите.  На  Фиг.20‐23  са  показани  пирограми  от 
пациент от мъжки пол на 81 г. с метилиране на четирите гена. 
 
Фиг.20 Метилирани  CpG  острови  на  промотора 
на hMLH1 гена (стрелки) 






Фиг.22 Метилирани  CpG  острови  на  промотора 
на TIMP3 гена (стрелки)




Фенотипът  на  метилираните  CpG  острови  има  противоречива  история  и 
доскоро  не  се  възприемаше  изцяло  от  всички  автори.  Първоначалните 
проучвания  посочват  честота  на  CIMP(+)  между  12%  и  50%  (Toyota  M  et  al, 
Hawkins  N  et  al,  van  Rijnsoever  M  et  al).  Цитираните  автори  са  използвали 
качествен метод,  докато ние използвахме количествен  (пиросеквениране)  като 




честота  на  случаите  със  CIMP‐фенотип  в  нашата  извадка,  но  от  друг  страна  са 
изключени туморите с нискостепенно метилиране, при които функцията на този 
епигенетичен  феномен  все  още  е  неясна.  Подобно  на  нас,  Ogino  et  al,  чрез 





Между  МСН  и  CIMP  съществува  тясна  връзка  поради  факта,  че 
метилирането  на  hMLH1  гена  причинява МСН  в  спорадичните  КРК,  а  от  друга 
страна  е  един  от  маркерите,  определящи  принадлежността  на  туморите  към 












Показател  CIMP0  CIMP1  CIMP2  CIMP3/4 
Брой  %  Брой  %  Брой  %  Брой  % 
МСН  11  8  11  8  10  7  9  6 
МСС  39  28  43  31  14  10  3  2 
 
Според  тези  данни  класифицирахме  колоректалните  карциноми  в  6 
групи – Фиг.24. В около 1/3 от тях (28%) не установихме наличие на нито един от 
споменатите  два  механизма  (МСС/CIMP(‐)).  В  21%  установихме  едновременно 
наличие на МСН и CIMP. Наблюдавахме положителна корелация между МСН и 
CIMP: 22% от МСН тумори бяха CIMP(+)  спрямо 3% от МСС  (OR 9,3(95% ИД 2,4‐
36,5),  р<0.001,  χ2‐тест).  Този  факт  навежда  на  мисълта  дали  МСН  и  CIMP  са 
реално  независими.  В  2%  обаче  бе  налице  само  симултанно  метилиране  без 
МСН – група на CIMP3+/МСС, което подкрепя тезата за съществуването на CIMP 
като  отделен  път.  МСН  без  CIMP(+)(МСН/CIMP(‐))бе  налице  в  8%  от  случаите. 
Най‐голямата  група  (41%)  обхвана  туморите  с метилиране на 1  или 2  гена  при 
липса на МСН – CIMP1,2/МСС. Подобно на нас и други автори са описали такива 
случаи,  като  ги определят като нискостепенна CIMP  подобно на нискостепенна 
МСН (Ogino S et al.). 
 
4.5.3. Корелация  на  CIMP  ‐  фенотипа  с  някои  клинични  белези  на 
пациентите с КРК и морфологични особености на туморите 
Все още липсват общоприети критери  за дефиниране на CIMP  статуса  за 
разлика  от  МСН.  В  литературата  най‐често  се  посочва  граница  от  75% 
метилирани  гени,  поради което ние  също приехме  това правило,  т.е.  тумори  с 




Чрез  регресионен  анализ  установихме  положителна  корелация  между 







Coefficients   
95% Confidence Interval 
for B 
  B 
Std. 





1 (Const.) ,035 ,460 ,077 ,939 -,875 ,946
 Age ,016 ,007 ,182 2,179 ,031 ,001 ,030










































































Установихме,  че CIMP‐фенотипът  се  среща  сигнификантно  по‐често  сред 
проксимално разположените и ниско диференцираните тумори (р<0.05, χ2‐тест). 
Подобни  клинико‐морфологични  асоциации  личат  от  проучвания  на  Lind  et  al, 
Lee  et  al,  Weisenberger  et  al  и  Samowitz  et  al.  Проксимално  разположените 
тумори  имат  специфична  канцерогенеза  –  възникват  по‐често  по  пътя  МСН  и 
CIMP‐фенотипа. Sugai et al е изследвал загуба на хетерозиготност (LOH), мутации 
в  гените APC, k‐ras, p53 и CIMP  според локализацията на КРК,  като е установил 












възникване  на  неоплазия.  Установено  е,  че  голям  брой  гени,  метилирани  в 
значителна степен в ракова тъкан, показват нискотепенно, но все пак доловимо 
метилиране  в  нормална  лигавица,  което  нараства  линеарно  с  увеличаване  на 
възрастта (Rashid A et al). Това метилиране не е еднакво в различните крипти и в 
някои от  тях при възрастни болни  то достига критична  стойност,  която потиска 
генната  експресия.  Когато  са  засегнати  гени,  контролиращи  клетъчния  растеж, 
съответните  клетки  добиват  селективно  преимущество,  водещо  до  тяхната 
клонална  експанзия  (Yatabe  Y  et  al).  Доказани  са  т.нар.  “метилационни 
центрове”,  състоящи  се  от  значителен  брой  повтарящи  се  секвенции.  В 
човешката  ДНК  последните  са  познати  като  “alu‐повторяемости”  (alu‐repeats). 
Предполага  се,  че  определени  гени  са  податливи  на  възрастово  обусловено 
метилиране  поради  близко  разположение  до  метилационни  центрове.  С 
напредване  на  възрастта  метилирането  се  увеличава,  обхваща  регионите,  от 
които започва генната транскрипция и води до инхибиране на функцията му (Issa 
JP). Какво точно отключва този процес все още не е известно. Допускат се както 
ендогенни  тригериращи  фактори,  така  и  екзогенни  модулиращи  такива,  като 
напр. експозиция към определени карциногени. 
 


























































































Използвахме  Logit‐модел  за  оценка  на  въздействието  на CIMP  върху TNM 
стадия.  В  качеството  на  зависими  променливи  включихме  TNM  стадия,  а  в 
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възли,  чернодробните  метастази  и  туморния  стадий  (Табл.14).  Подобни 
резултати показват изследванията на Barault et al, Lee et al  и Nosho et al, докато 





метилиране  представлява  ранен  феномен,  т.е.  среща  се  в  ниска  степен  в 
нормална лигавица и показва способност за нарастване, би могло да допринася 










6. Промоторно  метилиране  на  hMLH1,  p16INK,  TIMP3  и  TPEF/HPP1  в 
нормална лигавица на болни с КРК 




















Мет.  Немет.  Мет.  Немет.  Мет.  Немет.  Мет.  Немет. 
hMLH1 
6  15  30  109*  0.47  0  21  11  30†  0.009 
р16INK 
5  16  67  84  0.07  2  19  25  126  0.41 
TIMP3 
6  15  74  77  0.08  0  21  37  114  0.01 
TPEF/ 







бе  метилиран  сигнификантно  по‐често  в  карциномна,  отколкото  в  нормална 
лигавица.  Количественото  анализиране  на  данните  (дясната  част  на  Табл.15), 
показва,  че  в  нормална  лигавица  се  открива  предимно  нискостепенно 
метилиране  в  ниво  под  минималните  стойности,  блокиращи  генната  функция. 
Това важи за 3 от изследваните гени: hMLH1, TIMP3 и TPEF/HPP1.  
Issa  JP  et  al  и Ahuja A  et  al,  доказват  в  нормална  лигавица  нарастване  в 
честотата  на  промоторното  метилиране  на  гените  ERα,  IGF2,  N33  и  MYOD  с 
увеличаване  възрастта  на  болните.  Функцията  на  тези  гени  обаче  не  е  точно 
дефинирана.  В  литературата  е  описано  понятието  “field  defect”,  което 
представлява  абнормен  лигавичен  участък,  предразполагащ  към  развитие  на 
неоплазия (Kim H et al). В рамките на това „поле” появата на „втори удар” според 
хипотезата  на  Knudson  дава  селективно  преимущество  на  клетките  за  растеж 
пред  останалите.  По  този  начин  метилирането  би  могло  да  осигури 
първоначалния “field defect” в прогениторната клетка, което да бъде последвано 




са:  специфична  мутация  в  BRAF  гена  (V600E),  див  тип  р53  и  мутация  в  k‐ras 
онкогена  (Shen  L  et  al).  Споменатите  промени  не  се  откриват  в  нормална 





ниво.  Сред  тях  открихме  3  тумора  (14%)  със  CIMP(+)  ‐  фенотип  (Фиг.25).  В 






Считаме,  че метилирането  в  нормална дебелочревна лигавица би могло 
да послужи като маркер за риск от бъдещо развитие на КРК, особено по пътя на 
симултанното  метилиране,  т.е.  CIMP(+)‐фенотипа.  Въпреки  това  смятаме,  че 
броят  на  изследваните  двойки  карцином‐нормална  мукоза  е  малък.  В  бъдещ 
план  би  представлявал  интерес  да  се  изследва  проспективно  нивото  на 
метилиране в дебелочревна лигавица на голям брой случаи и то на здрави лица, 
































7. Клинични,  морфологични  и  епигенетични  различия  при  пациенти  с 
наследствен, фамилен и спорадичен колоректален карцином  
Сравнихме  някои  клинико‐морфологични  и молекулярни  характеристики 






4.7.1. Клинични  и  патолого‐анатомични  различия  на  пациентите  с 
фамилен, спорадичен и наследствен КРК  





































































et  al  наличието  само  на  лимфоцитна  инфилтрация  би  елиминирало 
необходимостта  от  провеждане  на  тест  за  МСН  при  около  50%  от 
колоректалните карциноми (Greenson J et al.). Трябва да се има предвид, че ЛРТ 
и проксималната туморна локализация са характерни белези на туморите с МСН 








макар  и  обременени  с  карцином  подобно  на  синдрома  на  Линч,  показват 
характеристики  (средна  възраст  и  туморна  локализация)  по‐близки  до 
спорадичните,  отколкото  до  наследствените  форми  на  КРК,  но  не  притежават 
типични особености, които да ги отличават от останалите 2 групи.  
 
4.7.2. Микросателитна  нестабилност  при  спорадичен,  фамилен  и 
наследствен КРК  
Най‐ниска  честота  на  МСН  установихме  сред  фамилните  случаи  ‐  18,2% 
(4/22),  сред  спорадичните  тя  бе 18,7%  (14/75).  Незначителният  превес  на МСН 

















на  нефункциониращ  hMLH1  сред  болните  с  фамилен  КРК  е  едва  9%  (2/22), 
следователно  МСН  и  hMLH1  стоят  в  основата  на  малък  брой  случаи,  за  да 





сигнификантно  по‐ниска  от  спорадичните  (OR  4.7  (95%  CI  1.1‐19.7),  p=0.02,  χ2‐
тест). Не наблюдавахме  статистически  значима разлика между  спорадичните и 
фамилните случаи с МСН по отношение експресия на hMLH1 (OR 3.7 (95% ИД 0.4‐
38.0)  p=0.53,  χ2‐тест)  (Фиг.35).  Това  показва,  че  макар  и  да  споделят  общ 
молекулярен  дефект  (дисфункция  на  MMR‐системата,  която  води  до 






















Брой  %  Брой  %  Брой  % 
hMLH1  15  20  13  33  3  14 
p16INK  34  45  19  49  11  50 
TIMP3  41  55  23  59  10  45 






































































































































































Поради  това  ние  не  подкрепяме  твърдението  за  наличие  на  унаследен 
дефект в метилиращия апарат, който да е отговорен за възникването на тумори с 
множествени  епимутации.  Подобно  мнение  изказват  Kanai  et  al.,  които  са 
изследвали  КРК  за  мутации  в  DNMT1,  представляващ  основният  ензим, 
отговарящ за ДНК метилирането. Авторите са открили мутации в 7% от случаите 
и  заключават,  че  те  са  рядко  събитие  и  не  биха  могли  да  повлияят 
колоректалната  канцерогенеза.  Тъй  като  CIMP(+)‐фенотипът  се  асоциира  със 
спорадични карциноми и напреднала възраст на болните (над 70 г.) е възможно 




8. Промоторно  метилиране  на  hMLH1,  p16INK,  TIMP3  и  TPEF/HPP1  в 
синхронни на дебелочревните карциноми полипи 
Изследвахме 8 двойки карциноми и синхронни полипи при 8 пациента (8 





Съпоставихме  експресията  на  hMLH1  и  p16INK,  както  и  метилирането  на 
hMLH1,  p16INK,  TIMP3  и  TPEF/HPP1  в  полипите  със  съответстващите  им 
карциноми.  Резултатите  са  обобщени  на  Табл.18.  Всички  полипи  експресираха 
hMLH1 протеин и в нито един от тях не открихме метилиран промотор на hMLH1 
гена,  т.е.  нито  един  от  тях  не  възниква  по  пътя  на  МСН  за  разлика  от  една 
четвърт (25%) от съответстващите им КРК. МСН се среща предимно при аденоми 








Липса на експресия на p16INK  наблюдавахме в 78%  (7/9)  от полипите и в 
50% (4/8) от карциномите. В останалите случаи бе налице експресия между (+) и 
(+++). p16INK метилиране над праговото ниво  (18%)  открихме в 2  полипа  (22%), 
което  се  доближава  до  резултатите  на  Petko  et  al  (34%)  и  Rashid  et  al  (27%). 
Вероятно метилирането на p16INK е едно от най‐ранните епигенетични събития, 
иницииращи  възникването  на  аденомите,  което  съответства  и  на  неговата 
фунцкия като регулатор на клетъчния цикъл на ниво G1/S. 
Метилиране на TIMP3 над праговите нива (20%) бе налице в 11% (1/9) от 




четирите  изследвани  гена  промоторът  на  TPEF/HPP1  бе  метилиран  най‐често. 
Този факт според нас говори, че инактивацията на TPEF/HPP1 вероятно е един от 
най‐ранните  етапи  в  многостъпалната  канцерогенеза,  инициира  клонална 
експанзия  и  селекция  на  малигнените  клетки  с  описаните  епигенетични 
промени. Това съответства на функцията на гена, която се състои в блокиране на 
растежни фактори (Eib DW et al).  

































































































































































































че  сходство  в  канцерогенезата  се  открива  в  едва  три  от  двойките  карцином  и 
синхронен  полип  (38%).  Това  са  случаи №64,  69  и  81  от  Табл.18.  Те  показват 
липса  на микросателитна нестабилност  и метилиране  в 1  до 2  гена – CIMP1‐2. 
Останалите 5 двойки (62%) показват различни пътища на формиране. Нито един 
от полипите не бе възникнал по пътя на МСН  (нормална експресия на hMLH1 и 
липса  на  високостепенно  метилиране  на  същия  ген).  CIMP(+)  фенотип  бе 





Въпреки  въвеждането  на  скринингови  методи  все  още  голяма  част  от 
болните  с  КРК  се  диагностицират  в  авансирал  стадий.  Поради  това  ефективен 
метод за контрол на неопластичните заболявания би била превенцията на КРК 
или  диагностиката  му  на  ниво  прекурсори,  т.е.  дебелочревни  полипи.  От 
изследваните средства за химиопрофилактика на КРК засега най‐сигурни данни 
има  по  отношение  на  нестероидните  противовъзпалителни  средства  (НСПВС) 
поради  факта,  че  СОХ‐2  е  свръхекспресиран  в  50%  от  аденомите  и  85%  от 
аденокарциномите  (Gupta RA  et  al, Marnett  LJ  et  al).  Доказан  е  превантивният 
ефект  на  НСПВС  по  отношение  на  болни  с  отстранени  колоректални  полипи 
(Sandler RS et al.), а според три двойно слепи рандомизирани проучвания  (APC, 
PreSAP  и  APPROVe)  COXIB‐ите  предпазват  от  рецидивиране  на  спорадичните 
аденоми (Bertagnolli MM et al, Arber N et al, Bresalier RS et al.). Според Ogino et al 
и  Baba  et  al  обаче  повишена  експресия  на  СОХ‐2  не  се  среща  в  карциноми, 
възникнали по пътя на CIMP(+)‐фенотипа, т.е. използването на НСПВС или СОХ‐2 
инхибитори  при  полипи,  възникнали  по  пътя  на  метилирането  би  било 





на  техните  прекурсори  –  полипите,  макар  и  при  един  и  същи  индивид.  Тези 
факти  според  нас  подкрепят  ендоскопската  полипектомия  като  по‐ефективно 
средство  за  профилактика  на  КРК.  Що  се  касае  за  химиопрофилактиката,  в 
бъдеще  вероятно  ще  се  наложи  индивидуализиране  на  подхода  към  всеки 






4.9.1. Роля  на  МСН  и  CIMP‐статуса  като  прогностични  и  предиктивни 
фактори при КРК 
Общо  82  души  от  българската  група  бяха  проследени  5  години 
постоперативно.  Около  2/3  от  тях  (62%)  бяха  подложени  на  5‐FU  базирана 









Средната  преживяемост  на  болните  според  единственият  засега 
официално утвърден прогностичен и предиктивен фактор (TNM класификацията) 
бе  най‐висока  в  стадий  I  (49,2±4,1  мес.),  а  най‐ниска  в  авансиралия  стадий  IV 
(22,5±7,3 мес.) (р<0.001, тест на Kaplan‐Meier)  ‐ Фиг.42. Същевременно в един и 
същи стадий попадат болни с различна възраст, различен хистологичен строеж 
на  туморите,  както  и  различен  молекулярен  строеж,  което  предполага,  че 
карциноми с различни хистологични и молекулярни особености имат различна 
прогноза  и  отговор  към  адювантна  ХТ.  Анализирахме ролята  на  лимфоцитната 
































































































































































































































































































































































































































































































месеца)  спрямо  болните  без  ДНК 
метилиране  (53,9±3,0 
месеца)(р=0.035, тест на Kaplan‐Meier) 
‐  Фиг.47.  Една  част  от  данните  в 
литературата  са  сходни  с  нашите 
резултати  (Lee  S  et  al, Ward RL  et  al), 
докато  според  други  автори  CIMP(+) 
статусът  е  маркер  за  по‐добра 
прогноза  (Ogino  S  et  al, Dahlin  AM  et 
al).  Проучванията,  които  подкрепят 
нашето  уточняват,  че  по‐лошата  прогноза  на  CIMP(+)  тумори  се  свързва  с 
мутации в k‐ras и BRAF гените и МСС. Ние не бихме могли да направим подобен 
извод,  тъй  като  броят  на  проследените  пациенти  със  CIMP(+)  карциноми  бе 
малък – 6 броя, от които 67% (4/6) бяха с МСН. За разграничаване на CIMP и МСН 
като  прогностични  фактори  е  необходим  по‐голям  брой  CIMP(+)/МСС  болни, 
което  би  могло  да  е  обект  на  бъдещи  проучвания.  Допускат  се  нарушения  в 
метаболизма  на  фолатни  и метилови  групи  на  CIMP(+)  тумори  (Choi  SW  et  al), 






се  подложат  на  адювантна  ХТ  спрямо  тези  без  терапия  (40,9±5,7месеца) 














МСН  карциноми.  Това  се  потвърждава  и  от  in  vitro  експерименти,  показващи 
първична резистентност на  клетъчни линии  с МСН към 5‐FU  (Arnold CN et al)  и 
повлияване от третиране с oxaliplatin (Sergent C et al) и irinotecan (Magrini R et al). 
Irinotecan‐ът инхибира каталитичната активност на ензима топоизомераза‐I чрез 
стабилизиране  на  ковалентните  комплекси,  образувани  между  ДНК  и  ензима. 
Това води до едно‐ и двуверижно фрагментиране на ДНК,  което е летално ако 
липсва  система,  която  да  ги  коригира  преди  митозата.  Затова  всеки  процес, 






КРК  бе  сигнификантно  по‐висока  сред  пациентите,  чиито  тумори  възникват  по 
пътя на МСН (20%), спрямо МСС тумори (3%)(р=0.04, χ2‐тест (OR=8,1, 95% CI 1,2‐
53,9)(Фиг.50).  Една  трета  от  случаите  с МСН  (1/3  –  33%)  показаха  промоторно 
метилиране на hMLH1.  
Една  от  характерните 
особености  на  синдрома  на 
Линч,  който  в  болшинството 
от случаите възниква по пътя 
на  МСН  и  унаследени 




са  доказали,  че  МСН  е 
предиктор  за  поява  на 
метахронен  КРК  и  сред 
населението  с  нисък  риск, 
което  се  потвърждава  и  от 





















2. Честотата  на  МСН  сред  изследваните  пациенти  с  КРК  е  15%,  а  гените 
hMLH1, CDKN2A(p16INK), TIMP3  и TPEF/HPP1  са метилирани  съответно  в 
21,6%, 44,4%, 49% и 84,7% от случаите. 





4. МСН се открива при млади  (~40  г.) и възрастни  (>70г.) пациенти с КРК, в 
тумори  с  ниска  степен  на  диференциация,  с  продукция  на  муцин,  с 
лимфоцитна реакция в тумора и стадий Т4 по TNM класификацията. 
5. Метилиране  на  hMLH1  се  среща  по‐често  при  възрастни  болни, 
проксимална  локализация  на  КРК,  слузообразуване  и  наличие  на МСН. 
CDKN2A(p16INK)  е  по‐често  метилиран  у  възрастни  болни  и  с 
нискостепенна диференциация на КРК, а TIMP3 – при карциноми с МСН, 
проксимална  локализация,  ниска  степен  на  диференциация, 
слузообразуване  и  лимфоцитна  реакция  в  тумора.    Не  се  намериха 
асоциации за TPEF/HPP1 гена.  
6. Едновременно метилиране на няколко гена се установи в 9% от болните с 
КРК  и  се  асоциира  с  напреднала  възраст  на  болните,  проксимална 
локализация, ниска степен на диференциация и инфилтрация в чревната 
стена.  
7. Промоторно  метилиране  се  открива  в  нормалната  лигавица  на 
пациентите с КРК, но предимно в нива под минималните за потискане на 
генната функция.  
8. КРК  у  изследваните  болни  възниква  от  синхронните  си    прекурсори 
(полипите) по сходен механизъм в 38% от случаите.  




11. Адювантната  химиотерапия  е  по‐ефектива  при  пациентите,  в  чиито 
карциноми не се открива МСН.  
12. МСН повишава риска за поява на метахронен КРК. 
13. Съчетаването  на  клинични,  ендоскопски,  хистологични,  генетични  и 









е  най‐голямото  за  България,  като  се  изследват  и  сравняват  български  и 
германски пациенти. 




3. TIMP3  и  TPEF/HPP1  се  анализират  за  първи  път  количествено  чрез 
пиросеквениране. 
4. Потвърждава  се  съществуването  на  група  тумори  с  едновременно 




6. Потвърждава се  схващането,  че карциномите с проксимална и дистална 
локализация  по  хода  на  дебелото  черво  възникват  по  различни 
патогенетични механизми. 
7. Доказва  се  значението  на МСН  и  ДНК метилирането  като  прогностични 
фактори при пациенти с КРК. 
8. Към  Клиниката  по  гастроентерология,  УМБАЛ  „Св.  Марина“  е  създаден 
кабинет  за  консултиране  на  болни  с  наследствени  заболявания  на 
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